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Background: We have previously demonstrated that long-term inhibition of Rho-kinase
ameliorates pulmonary arterial hypertension (PAH) in animals and in patients with PAHI
However, direct evidence for Rho-kinase activation in patients with PAH is still lacking･
Methods and Results: In this study, first I examined Rho-kinase activity in circulating
neutrophils by determining the ratio of phosphorylated/total fわrms of myosin binding subunit,
a subst,ate of Rho-kinase, in 40 healthy controls and 40 pulmonary hypertension (PH) patients･
Next, I examined Rho-kinase expression and activity in isolated human lung tissues (5 controls ･
and 5 Idiopathic PAH) and vascular reactivity of isolated small human pulmonary arteries in
vitro (4 controls and 4 Idiopathic PAH)I Rho-kinase activity in circulating neutrophils was
significantly increased in the PH patients compared with the controls (P<0･0001). Significant
correlations were noted between Rho･kinase activity and the severity and duration of PAH (all
p<0.05). Rho･kinase expression and activity in isolated lung tissues also were significantly
increased the ldiopathic PAH patients compared with the controls (both P<0･0001)･
Endothelium-dependent relaxations were markedly impaired and serotonin-induced
contractions (in the absence of the endothelium) were markedly enhanced in the ldiopathic
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PAH patients compared with the controls, and the hypercontractions were abolished by
hydroxyfasudil, a specific Rho-kinase inhibitor･
conclusions: These results provide the丘rst direct evidence f♭r Rho･kinase activation in









肺動脈性肺高血圧症(pulmonary arterial hypertension, PAH)は､肺動脈圧及び肺血管抵抗
が進行性に上昇する極めて予後不良の疾患である｡その病態には､肺動脈における内皮細胞障
害､平滑筋細胞の肥大及び増加による中膜の肥厚､炎症細胞の浸潤などが関与していると考え
られており､現在様々な治療薬が臨床応用されているが効果が不十分であり､新たな治療法の
開発が求められている｡Rho･kinaseは､低分子量G蛋白Rhoのエフェクターとして発見され､
これまでの研究により､様々な細胞機能に関与していることが明らかとなっている｡また､
Rho-kinaseが動脈硬化の発生･進展に重要な役割を果たしていることが見出され､その選択的
阻害薬が著明な抗動脈硬化作用を示すことが明らかとなっている｡最近､ Rho-kinaseに対する
選択的阻害薬が､低酸素曝露やモノクロタリン投与による肺高血圧症動物モデルにおいて､右
重圧･右室肥大の抑制や予後改善効果を示すことが確認された｡さらに､ヒトにおいても､重
症肺高血圧症患者に選択的Rho-kinase阻害薬であるフアスジルが､肺血管抵抗を改善する急
性効果を有することが報告された.しかし､肺高血圧症患者においてRho-kinaseが活性化さ
れているか否か､直接的な証拠はいまだ報告されていない｡
したがって､本研究では､肺高血圧患者におけるRho-kinase活性化の有無を検討した｡
肺高血圧症患者(N=40)および性別･年齢をマッチさせた正常健康人(N=40)の白血球タ
ンパクを抽出し､ Western blot法によりRho･kinaseの基質であるミオシン結合サブユニット
(p-MBS)のリン酸化の程度と総MBS (T･MBS)の発現を検討し､ p一MBSとt･MBSの比を
Rho-kinase活性と定義し比較検討した｡また､肺移植を受けた肺高血圧症患者(N=5)および
対照怠者(肺がん患者､ N=5)の摘出肺組織を用い､免疫染色法によりp-MBSおよびt-MBS
の発現を検討した｡さらに､摘出肺動脈(直径400-600um)を用いて､血管内皮･血管平滑筋
機能を比較検討した｡その結果､肺高血圧症患者では､性別･年齢をマッチさせた正常健康人
と比べ､白血球におけるRho-kinase活性が有意に冗進していることを示したo　また､肺組織
においては､直径200Llm以下の肺動脈においてRho-kinaseの発現および活性が有意に完進し
ていることが認めた｡血管機能検査では､肺高血圧患者ではコントロールに比べ､血管内皮機
能が有意に低下し､セロトニンに対する中膜平滑筋過収縮反応が対照患者と比較して有意に冗
進しており､さらにこの過収縮がRho･kinaseの阻害薬の前処理により抑制されることから､
肺高血圧症患者の肺動脈平滑筋細胞のセロトニンに対する過収縮に活性化されたRho･kinase
経路が関与していることを初めて確認している｡
以上の結果より､本研究において肺高血圧症患者におけるRho･kinaseの活性化が証明され､
肺高血圧症の発症･進展に対するRho･kinase経路の関与が示唆された､と結論している｡
本研究は､肺高血圧症におけるRho-kinase経路の活性化を､ヒトにおいて世界で初めて直
接証明した研究であり､肺高血圧症の発症機序の解明および今後の肺高血圧症の新たな治療法
の開発につながる重要な研究と考える｡
よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める｡
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